

DETECTION PAR AMPLIFICATION GENTOIJE DES MICROMETASTASES 
MEDULLAIRES ET DE CONTAMINATION DE CELLULES SOUCHES DIJ SANG 
PERIPHERIQUE PAR DES CELLULES DE TUMEURS SOLIDES. 


Notre laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années à l’autogreffe de moelle osseuse 
après chimiothérapie intensive dans le traitement des tumeurs solides. Il était logique de chercher 
à déceler un envahissement médullaire pour prévenir une contamination possible d’un prélèvement 
de moelle utilisé en vue d’une autogreffe. Les cellules de cancer bronchique anaplasique à petites 
cellules ont été détectées au sein de la moelle par des anticorps monoclonaux et par la technique 
de culture clonogénique de cellules tumorales (1,2,3). Ces contaminations médullaires posent le 
problème de l’utilité de la "purge du greffon" (4,5). 

Actuellement, les cellules souches hématopoïétiques du sang périphérique tendent à remplacer 
les cellules médullaires dans la greffe autologue surtout lorsque la moelle est contaminée par des 
cellules néoplasiques ou lorsque celle-ci est fibrosée ou appauvrie suite aux chimio- et 
radiothérapies. Beaucoup de nos patients bénéficient actuellement de ce type de greffe. 
L’utilisation de facteurs de croissance hématopoïétiques dont nous avons acquis l’expérience 
clinique (6) a facilité la transplantation de cellules souches circulantes. Enfin, notre laboratoire 
possède une expertise dans l’utilisation de la technique d’amplification génique (7). Nous 
proposons d’utiliser cette technique afin de détecter des cellules tumorales dans la moelle et le sang 
de patients atteints de cancer bronchique anaplasique et de cancer du sein. 
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INTRODUCTION 


1- Détection de métastases occultes dans la moelle osseuse 

La détection de métastases médullaires de tumeurs solides présente un intérêt pour le pronostic 
de la maladie néoplasique au moment du diagnostic et pour le suivi des patients traités. Diverses 
études ont montré la fréquence non négligeable de métastases osseuses du cancer du sein lors du 
diagnostic. Si plus de 40% des patientes avec un cancer du sein métastatique ont un envahissement 
de la moelle osseuse détecté par des méthodes habituelles (ponction-biopsie médullaire) (1,2), 28% 
des patientes sans métastase osseuse documentée par des critères habituels (scintigraphie et 
radiographie osseuses) ont un envahissement médullaire déterminé par des techniques 
d’immunocytochimie non spécifique (3). In vitro, on a pu révéler en culture des cellules tumorales 
dans les moelles osseuses histologiquement normales de patientes atteintes d’un cancer du sein (4). 
Des cellules tumorales peuvent être détectées dans la moelle osseuse par immunofluorescence chez 
17% des patientes ayant un cancer du sein sans envahissement ganglionnaire à l’histologie (5). Plus 
récemment, 260 patientes atteints d’un cancer mammaire non métastatique ont subi une ponction 
médullaire au moment de l’exérèse de la tumeur primitive. Par une technique 
d’immunofluorescence, des cellules tumorales ont été identifiées dans la moelle osseuse de 44% de 
ces patientes (6). La détection des cellules néoplasiques apparaissait, dans cette étude, constituer 
un facteur de prédiction de rechute à distance de la maladie et donc un facteur de pronostic. 

Le cancer bronchique à petites cellules présente des caractéristiques cliniques morphologiques 
et biologiques particulières. Sa propension à la dissémination précoce à distance est bien connue. 
La présence de cellules tumorales au niveau de la moelle osseuse peut constituer un facteur de 
pronostic. Notre laboratoire a montré par l’utilisation des techniques de culture clonogénique de 
cellules tumorales et d’immunofluorescence indirecte, l’existence d’infiltration médullaire par des 
cellules de carcinome anaplasique bronchique échappant à l’analyse morphologique classique 
(7,8,9). 


2. Contamination des cellules souches périphériques 

Les cellules souches du sang périphérique sont de plus en plus utilisées dans le traitement de 
tumeurs solides disséminées. Les premières réinfusions des cellules souches du sang circulant ont 
été administrées pour la reconstitution hématopoiétique potentielle chez les patients cancéreux qui 
ne pouvaient bénéficier d’une autogreffe de moelle osseuse en raison d’une maladie résiduelle, ou 
parce que la moelle était trop fibrosée pour permettre la collection d’un nombre adéquat de 
cellules. Le risque de contamination par des cellules tumorales est généralement considéré comme 
minime. Cependant, la circulation de cellules tumorales a été documentée'pour le neuroblastome 
et le cancer du sein (10,11,12). Dans le cas du neuroblastome, la concentration de cellules 
néoplasiques dans le sang lors du diagnostic peut être élevée : de 2 à 1000/10 5 cellules 
mononuclées. Les cellules souches du sang périphérique utilisées en vue d’autogreffe chez des 
patients atteints de neuroblastome sont fréquemment contaminées : parmi 8 patients étudiés, 2 
présentaient des cellules tumorales au sein des cellules souches. Chez des patientes atteintes de 
cancer du sein, et candidates à une autogreffe, des cellules néoplasiques ont été recherchées dans 
les prélèvements de cellules souches périphériques. Par analyse immunocytologique, des cellules 
de cancer du sein sont décelées dans 4/37 leucaphérèses chez 20 patientes (11). 
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3. 


Méthodes de détection 


Les techniques utilisées le plus communément afin de détecter des cellules tumorales au sein 
des tissus hématopoïétiques font appel à toute une panoplie d’anticorps monoclonaux qui souvent 
ne sont pas spécifiques d’une tumeur. Cette immunodétection est assez sensible (1 cellule sur 
100.000) mais peut-être subjective. Nous utiliserons la méthode d’amplification génique en chaîne 
(PCR) afin de déceler des contaminations possibles de la moelle osseuse ou des cellules souches 
périphériques par des cellules tumorales. 

Dans le cas des tumeurs solides, il existe quelques rares anomalies cytogénétiques récurrentes 
telles que la délétion d’une partie du chromosome 3 dans le cancer bronchique anaplasique et la 
translocation 11;22 dans le sarcome de Ewing. En ce qui concerne les deux types de tumeurs (le 
cancer du sein et le cancer bronchique anaplasique) qui seront investigués, les anomalies 
cytogénétiques ne sont pas exploitables pour la technique de PCR. Nous rechercherons donc des 
gènes exprimés exclusivement par les cellules de ces tumeurs. 
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4. SiRnification de la détection de cellules tumorales 

Si les techniques de PCR se sont avérées impressionnantes dans la détection de la maladie 
résiduelle, notamment dans la détection de translocations présentes dans certaines affections 
néoplasiques hématologiques, leur utilité clinique reste à démontrer. 

Il faut considérer d’une part l’aspect pronostique de cette détection au moment du diagnostic 
d’une tumeur solide et d’autre part la signification de la détection dans les cellules souches 
périphériques. 
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En effet, ces problèmes de contamination possible des cellules souches périphériques peuvent 

soulever d’autres questions : 

1. Faut-il détecter systématiquement des cellules néoplasiques dans les cellules souches ? 

2. Quelle méthode fiable faut-il utiliser ? 

3. Quelle est la signification d’une contamination éventuelle ? Faut-il modifier le traitement? 

4. Faut-il purger les cellules souches des cellules tumorales (13,14) ou faut-il enrichir les 
cellules souches en concentrant des cellules hématopoïétiques (CD34 p.ex.) pures qui 
seraient moins contaminées ? 

EUT DU TRAVAIL 

a) Mettre au point une méthode sensible et fiable de détection par PCR de cellules 
de cancer mammaire et de cancer anaplasique pulmonaire parmi des cellules 
hématopoïétiques; cette technique devrait être plus performante que l’utilisation 
d’anticorps monoclonaux. 

b) Utiliser cette méthode afin de détecter dans la moelle osseuse des micrométastases 
de ce type de tumeurs lors du diagnostic ou à la rechute de la maladie. 

c) Détecter la contamination possible des cellules souches hématopoiétiques 
circulantes par des cellules tumorales. 

d) Définir la corrélation entre la détection de cellules malignes dans la moelle ou le 
sang et l’évolution de la maladie (en d’autre termes la rechute de la maladie 
néoplasique est-elle plus précoce chez les patientes présentant des métastases 
occultes ; faut-il traiter plus agressivement les patients porteurs de 
micrométastases?). 
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3. 


Méthodes de détection 


Les techniques utilisées le plus communément afin de détecter des cellules tumorales au sein 
des tissus hématopoïétiques font appel à toute une panoplie d’anticorps monoclonaux qui souvent 
ne sont pas spécifiques d’une tumeur. Cette immunodétection est assez sensible (1 cellule sur 
100.000) mais peut-être subjective. Nous utiliserons la méthode d’amplification génique en chaîne 
(PCR) afin de déceler des contaminations possibles de la moelle osseuse ou des cellules souches 
périphériques par des cellules tumorales. 

Dans le cas des tumeurs solides, il existe quelques rares anomalies cytogénétiques récurrentes 
telles que la délétion d’une partie du chromosome 3 dans le cancer bronchique anaplasique et la 
translocation 11;22 dans le sarcome de Ewing. En ce qui concerne les deux types de tumeurs (le 
cancer du sein et le cancer bronchique anaplasique) qui seront investigués, les anomalies 
cytogénétiques ne sont pas exploitables pour la technique de PCR. Nous rechercherons donc des 
gènes exprimés exclusivement par les cellules de ces tumeurs. 


4. Signification de la détection de cellules tumorales 

Si les techniques de PCR se sont avérées impressionnantes dans la détection de la maladie 
résiduelle, notamment dans la détection de translocations présentes dans certaines affections 
néoplasiques hématologiques, leur utilité clinique reste à démontrer. 

Il faut considérer d’une part l’aspect pronostique de cette détection au moment du diagnostic 
d’une tumeur solide et d’autre part la signification de la détection dans les cellules souches 
périphériques. 

En effet, ces problèmes de contamination possible des cellules souches périphériques peuvent 
soulever d’autres questions : 

1. Faut-il détecter systématiquement des cellules néoplasiques dans les cellules souches ? 

2. Quelle méthode fiable faut-il utiliser ? 

3. Quelle est la signification d’une contamination éventuelle ? Faut-il modifier le traitement? 

4. Faut-il purger les cellules souches des cellules tumorales (13,14) ou faut-il enrichir les 
cellules souches en concentrant des cellules hématopoïétiques (CD34 p.ex.) pures qui 
seraient moins contaminées ? 

BUT DU TRAVAIL 

a) Mettre au point une méthode sensible et fiable de détection par PCR de cellules 
de cancer mammaire et de cancer anaplasique pulmonaire parmi des cellules 
hématopoïétiques; cette technique devrait être plus performante que l’utilisation 
d’anticorps monoclonaux. 

b) Utiliser cette méthode afin de détecter dans la moelle osseuse des micrométastases 
de ce type de tumeurs lors du diagnostic ou à la rechute de la maladie. 

c) Détecter la contamination possible des cellules souches hématopoiétiques 
circulantes par des cellules tumorales. 

d) Définir la corrélation entre la détection de cellules malignes dans la moelle ou le 
sang et l’évolution de la maladie (en d’autre termes la rechute de la maladie 
néoplasique est-elle plus précoce chez les patientes présentant des métastases 
occultes ; faut-il traiter plus agressivement les patients porteurs de 
micrométastases?). 
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APPROCHE EXPERIMENTALE 




a) La première étape consiste à déterminer quels sont les gènes exprimés fréquemment 
et exclusivement par les cellules cancéreuses et non par le tissu hématopoïétique. 
En effet, à la différence des tumeurs hématologiques telles que les leucémies et les 
lymphomes, il n’y a pas de translocations récurrentes qui puissent être exploitées. 
L’expression de différents gènes dont la séquence est connue sera analysée dans 
des lignées tumorales de cancer du sein et du poumon. Ils seront choisis a priori 
en considérant que leur expression doit être spécifique d’une tumeur solide et non 
décelable dans un tissu hématopoiétique. Pour les cancers du sein par exemple, on 
peut retenir les gènes encodant la mucine exprimée par plus de 90% des cancers 
du sein, l’oncogène c-Erb b2/Neu, les gènes encodant les récepteurs aux 
oestrogènes et progestérone. Pour le cancer du poumon, un antigène exprimé par 
le tissu cérébral et les cellules de cancer anaplasique pulmonaire a été cloné (15) 
et pourrait être utilisé dans la détection de ces cellules néoplasiques. 

b) Une série de lignées tumorales sera étudiée afin de sélectionner les gènes exprimés 
fréquemment par ces lignées. Le cDNA synthétisé à partir d’ARN est amplifié par 
PCR. Les cellules tumorales de lignées seront ensuite diluées dans du tissu 
hématopoïétique sain afin de déterminer la limite de détection des cellules 
tumorales (1/100-1/1.000.000). Afin d’augmenter la sensibilité de la PCR, les 
amorces utilisées seront doubles : un aliquot du premier produit de PCR sera utilisé 
pour une deuxième PCR en utilisant des amorces situées "à l’intérieur” des amorces 
de la première PCR. Donc, cette seconde PCR sera enrichie en séquence 
recherchée suite à la PCR initiale. Les amorces de la deuxième PCR ("nested 
primers") peuvent éliminer le background et permettent d’obtenir un meilleur 
produit final. Des contrôles doivent être régulièrement utilisés car la technique 
peut être grevée d’une fréquence non négligeable de faux positifs. Par ailleurs, il 
faut s’assurer que des cellules médullaires non hématologiques telles que les 
fibroblastes ou les cellules endothéliales ne produisent pas les gènes utilisés pour 
la détection de cellules tumorales. Les avantages de la PCR sont la rapidité de la 
procédure et la possibilité de détecter des cellules malignes à une haute dilution 
(dans le cas de leucémies par exemple, 1 cellule sur 10 6 serait détectable (16)). 

c) L’évolution clinique des patients présentant ou ne présentant pas de métastases 
médullaires sera suivie. Nous pouvons ainsi préciser l’importance de cette détection 
dans le pronostic et la thérapeutique de la maladie. 
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